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性染色体数目异常疾病诊断技术研究进展*
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摘要:性染色体数目异常疾病是一类严重困扰人类生活的综合征，患者多能生存，但常有性腺发育不全、多发畸形、不育等异
常表现。该病无法治愈，经激素替代治疗等干预措施可有效缓解症状，但早期确诊严重依赖于相关临床诊断技术的发展。该
文拟就现今常见检测性染色体数目异常技术的发展作一综述，比较各技术优缺点及评价其在临床诊断中的应用价值，以方便
检验工作者科学合理地采用相关技术，为临床提供更为准确可靠的实验室依据，推进对该类疾病的诊治与研究。
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性染色体数目异常导致的性染色体病是一种常见遗传
病，在新生儿中发病率约为 1 /400 ～ 1 /500，主要包括克氏综
合征(KS，47，XXY)、特纳综合征(TS，45，X)、超雄综合征
(47，XYY)、超雌综合征(47，XXX)、各种类型嵌合体及多条
额外性染色体。这些疾病因缺乏特殊外观不易在生命早期
发现，至青春期由于生长滞后、性征异常、原发闭经等一系列
发育障碍表现就诊，此时已错过治疗最佳时机。国外相关研
究发现，只有约 27%丹麦性染色体数目异常疾病能在产前被
检出，欧洲 11个国家性染色体三体异常仅 12%能在产前或 1
岁内被检出，澳大利亚约 49%的 KS患者能被诊断，而在产前
仅能检出 9．9%，且出生后 14岁前检出的仅占 19．2%［1-3］。该
类疾病如能早期确诊，在青春期前及时给予激素替代及辅助
心理指导等治疗措施，可明显缓解症状，提高患者生活质量。
因此，早期诊断并及时干预至关重要。本文就该类疾病的诊
断技术作一综述，以期帮助临床开展针对该类疾病的早诊、
早治工作。
1 染色体核型分析(chromosomal karyotypes analysis)
传统的染色体核型分析是诊断染色体疾病的金标准，也
是目前开展最广泛的产前诊断技术，具体操作方法为培养淋
巴细胞后，常规收获并制备染色体标本于显微镜下观察核
型。其准确性高、结果稳定，但存在诊断周期长、标本用量
大、操作过程繁琐、对技术人员要求高且受阅片者主观影响
大等无法克服的局限［4］。黄晓莉等［5］对 1 782 例产妇进行
羊膜腔穿刺及羊水细胞培养，共获核型分析结果 1 775例，其
中染色体数目异常 45例(异常率 2．54%) ，3例 47，XXX，1例
45，XO;但实验中穿刺失败 1 例(穿刺成功率 99．94%) ;一次
羊水培养失败 12例(成功率 99．33%)。万涛［6］对 1 000例因
性征异常、不孕不育、闭经、先天性智力低下、习惯性流产等
原因入院接受外周血染色体核型分析者分组，发现 56 例异
常(5． 6%) ，其中数目异常 39 例(69． 6%) ;不孕不育组
(55．56%，5 /9)、婴幼儿表现异常组(94．12%，32 /34)和生产
发育异常组(66． 67%，2 /3)大多数为染色体数目异常。此
外，要将染色体核型分析应用于临床，高质量的细胞培养及
收获技术是关键，羊水穿刺、绒毛活检和静脉血穿刺是创伤
性取样，有致胎儿创伤、畸形或宫内感染风险，有报道指出可
致 0．3%～1%的胎儿流产［7］。且一旦穿刺或培养失败，母婴
常难以接受二次取样，所以一次穿刺及培养成功极为重要。
2 荧光原位杂交技术(fluorescence hybridization in situ，
FISH)
FISH是采用荧光标记的 DNA特异性探针与靶细胞中同
源序列核酸杂交，计量信号数来判定相应染色体数目的靶向
细胞分子诊断技术，可对目的 DNA片段进行定量定位分析，
在染色体数目异常检测方面应用广泛。赵旭亮等［8］对 654
例孕妇利用核型分析和 FISH 分别进行遗传物质检测，结果
FISH在 3 d内检测出与核型分析一致的非整倍体异常，而后
者检测周期为 12 d 左右。FISH 方法具有特异性强、敏感性
高、结果可靠等诸多优势，但杂交率不能达到 100%，特别是
应用较短的 cDNA 探针时效率明显下降。且目前国内相关
试剂价格偏高，易受技术人员操作水平及探针质量高低的影
响等限制了其在临床尤其是大规模人群筛查中的应用。
Baumgarther等［9］提出了一种多重 FISH，采用 4 套 6 种标记
的 FISH探针可描绘人类间期细胞中全部 24条染色体情况，
光谱成像能同时应用 8 种不同的荧光色素标签，使单细胞
FISH完全核型分析成为可能。
3 染色体微阵列分析技术 (chromosomal microarray
analysis，CMA)
染色体微阵列包括比较基因组杂交微阵列和单核苷酸
多态微阵列，美国妇产科医师协会推荐将其用作超声筛查显
示异常胎儿的一线基因测试［10］。该技术具有高效、高集成、
微型化、平行化、多样化和自动化等优势，可广泛应用于生命
科学的各个领域［11-12］，但目前最大的不足是无法识别未知重
要变异(variants of unknown signicance，VOUS)且不能检测染
色体多倍性［10，13-14］。Hillman等［15］对 243例孕妇开展了一项
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基于核型分析和 CMA的前瞻性队列研究，结果发现 CMA能
揭示核型分析不能检出的异常病例(4．1%，10 /243) ，VOUS
检测率为 2．1%(95%CI:1．3% ～ 3．3%)。多项研究和 Meta 分
析［10，13，15-16］表明，CMA能检出所有非整倍体异常且可增加核
型分析正常病例的染色体不平衡检出率(0．4% ～ 10%)。目
前临床认为当超声检测异常或染色体区域存在非典型信号
时，CMA可行更精细的基因水平分析。但如仅针对性染色
体数目异常检测，该技术相对成本高昂，性价比差，且不能检
测＜10%的低水平嵌合体［12，17］。
4 荧 光 定 量 PCＲ 技 术 (quantitative fluorescence
polymerase chain reaction，QF-PCＲ)
QF-PCＲ 是目前临床诊断的主流技术，相对于正常 46，
XX或 46，XY 核型，性染色体数目异常表现为拷贝数的差
异，通过 QF-PCＲ可以快速简易地检出。陈雁等［4］同时采用
单盲法和双盲法进行的一项回顾性和前瞻性结合的临床对
比研究发现，QF-PCＲ与染色体核型分析结果的阳性一致率
达 93．75%，阴性一致率和非嵌合染色体数目异常检出率达
100%。Ｒostami等［18］对 4 058 例产前样本进行了多个短串
联重复序列标记的 QF-PCＲ检测，发现 98．59%的样本结果与
常规细胞遗传学研究结果一致，其中性染色体数目异常的检
测准确率达 92．86%(13 /14) ，仅 1例假阴性结果(45，X)。de
Moraes等［19］对 162例羊水标本进行的多重 QF-PCＲ 检测显
示与核型分析结果一致率为 95．4%。Sun 等［20］开发出一种
基于同源序列分子标记的 SD-QF-PCＲ 技术，设计了 13 个同
源序列作为分子标记，13对引物和 1个荧光标记的通用引物
能在单管中同时进行多位点检测非整倍体且敏感性和特异
性均达 100%。但是，由于 PCＲ扩增时受模板、引物、酶等多
种因素影响，不同 PCＲ反应的扩增效率存在差异，且通过指
数增长的 CT 值反应 1．5 ～ 2 倍的拷贝数差异，实际检测中存
在困难。因此，QF-PCＲ检测性染色体数目异常的准确性和
重复性一直不是很理想。
5 多重连接依赖探针扩增技术 (multiplex ligation-
dependent probe amplification，MLPA)
MLPA是一种高通量、基于 PCＲ 的非整倍体检测方法，
其分辨率高、操作简便、设备要求低、重复性强，相比实时荧
光 PCＲ(real time-PCＲ，ＲT-PCＲ) ，精准度得到较大提升。
Hochstenbach等［21］对 527例羊水标本开展的一项前瞻性研
究发现，MLPA对未培养的羊水细胞进行非整倍体筛查的成
功率达 98%，与核型分析一致率达 99．4%，仅出现 2 例假阴
性和 1例假阳性结果。Grandone等［22］开展了一项对 15例核
型分析为 X染色体异常的 TS 患者群体(试验 TS 组)、45 例
核型分析诊断为 TS的患者(TS组)、74例青春期前先天性矮
小女性(矮身材组)进行 MLPA 检测和核型分析验证的多中
心研究，设定阈值比为 0．76，发现 MLPA能检出 TS组所有 X
非整倍体异常，且嵌合体、X 结构异常和 X 单体的占比分别
为 31．11%(14 /45)、15．56%(7 /45)和 53．33%(24 /45) ;对矮
身材组进行 MLPA和核型分析验证，结果在 MLPA疑为异常
的 10例中，2例证实为 TS，8例假阳性。综合 TS组和矮身材
组结果，其敏感性和特异性分别为 100%(95% CI:0． 92 ～
1．00)和 88．89%(95%CI:0．79 ～ 0．94) ，阳性预测值和阴性预
测值分别为 88．5%和 100%。但该检测所需的毛细血管电泳
分析在设备、检测通量和成本等方面存在一定限制，导致在
临床尚未得到推广。本课题组亦将 ＲT-PCＲ 和 MLPA 进行
整合提出了MLPA/ＲT-PCＲ技术［23］，该技术结合了MLPA的
精确性和 ＲT-PCＲ的定量简易性，弥补了各自的不足，利用
不同荧光标记的检测探针分别指示目标基因与内参基因的
扩增情况，从而实现对目标基因的定量检测，在临床性染色
体数目异常检测中具一定应用前景。
6 高通量测序技术(high-throughput sequencing，HTS)
HTS在临床基因检测的应用正得到快速发展。该方法
具有无创取样、高敏感性、高通量、成本低、再现性好、诊断效
率高等优点，在部分发达国家儿童遗传性疾病的诊断中已得
到广泛应用，我国已有高苯丙氨酸血症、遗传性骨病等遗传
代谢病 HTS平台建立的成功案例［17］。目前该技术临床主要
应用于罕见遗传病的全基因组分析及一些酵母、植物霉菌的
整倍体研究［24-26］，在性染色体数目异常检测方面，主要应用
于孕妇血浆胎儿游离 DNA 的筛查。张展等［27］基于 Ion
Proton半导体测序平台进行的 HTS 每次可检测 12～ 15 个标
本，上机测序时间为 1．5 h，整个检测流程仅需 1～ 1．5 d，其中
性染色体异常检出率为 100%(2 /2) ，假阳性率为 33．33%(1 /
3)。林颖等［28］对 5 540例孕妇采集外周血进行游离 DNA的
HTS检测和染色体 G显带分析，结果 HTS 共检出 10 例性染
色体非整倍体，6 例与核型分析结果一致(符合率 60%，6 /
10) ，包括 3 例 45，X、1 例 47，XXY、2 例 47，XYY。陈亚军
等［29］以核型分析为金标准研究 NIPT的诊断价值，结果显示
性染色体非整倍体检测敏感性为 100%，特异性为 66．7%，阳
性预测值为 81．0%。孔令印等［30］开发出利用染色体特异位
点进行 NIPT的检测体系，对 200 例已知胎儿核型的孕妇血
浆样本验证，结果与传统 NIPT 一致性达 100%。然而 HTS
目前仍存在成本高，数据分析量大等不足，相信随着技术成
熟进步，检测价格降低，其有望作为性染色体数目异常产前
筛查诊断主流技术大大推动该疾病的预防和诊治工作。
7 同源序列-高分辨率熔解曲线技术(high-resolution
melting analysis of segmental duplications，SD-HＲM)
SD-HＲM可同时扩增不同染色体上独特的同源序列，对
产物进行高分辨率熔解曲线分析，不同拷贝数比例的染色体
具有不同的熔解曲线，据此推算出所检染色体的拷贝数。本
课题组前期自主开发了此项新型技术，采用实时荧光 PCＲ
仪结合 HＲM作为检测载体，设计一组 XY 反应，用以分析 X
与 Y染色体之间的相对数量关系，可快速准确地检测各种常
见的性染色体数目异常［31-33］。经临床验证，其准确性高(敏
感性 100%，特异性 98．1%)、操作简便、诊断时间节省(约 2
h)、试剂及仪器成本低廉并具极高检测通量。实时荧光 PCＲ
仪已被国内各级医院及分子诊断实验室普及，此平台将十分
有利于大样本人群筛查的全面推广。
8 数字 PCＲ技术(digital PCＲ，dPCＲ)
近年新发展出的 dPCＲ 技术通过有限稀释将样本分成
多个独立区室以保证每区室最多包含 1个拷贝的 PCＲ模板，
PCＲ时多个区室同时平行独立扩增，反应完成后通过荧光信
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号的有无计数阴性和阳性区室数，经泊松概率分布函数统计
数据而无需标准曲线即能获取模板的定量信息。高敏感性、
高准确性、检测限低和绝对定量等特点使得该技术在遗传病
诊断中的应用越来越受到重视［34-36］。微流控芯片的最大反
应单元数可达百万级，理论上可检出低至 0．000 1%的靶标样
品浓度。多个关于 dPCＲ 检测染色体拷贝数的报道显示其
在该领域具有一定发展前景［36-37］，但目前仪器设备和单个检
测成本仍较昂贵，通量也较低，只能检测已知变异等限制了
临床尤其是人群筛查的应用。上述几种检测技术在通量、成
本、准确性、标本所需量、检测时间等方面的比较见表 1。
表 1 8种检测技术的比较
类型
所需
标本量
通量 成本 准确性
技能
要求
敏感性 精确度
检测
周期
DNA
所需量
临床应用优
缺点
核型分析
18 ～ 20 mL 羊
水［4］，3 mL 静
脉血［6］，1 mL
脐带血［9］
低
低
(￡ 2 442［13］)
高
(99．4%～
99．9%)
高 低
5～10
Mb［10，13，15］
1～3
w［9，12-13，18 无需
金标准，有创
取样，耗时久
FISH 1 mL脐带血［9］ 低 高 高 高 高 ≥5 Mb
3 d［9］，
1～2 h［14］
100 ng［8］
探针稳定，实
验周期短，试
剂贵
CMA
绒毛＞10 mL，羊
水＞12 mL［15］
高
高
(￡ 3 118 ［13］)
高 高 高
＜0．5～1
Mb［10，13］
＜24 h［8］
250～
500 ng［8］
基因水平的精
细分析，不能
检测低水平嵌
合体
QF～PCＲ
0． 5 ～ 1． 5 mL
羊水［4，18］
高
(16～384) 低 低 低 高
1～2 Mb
＜76
h［4，13，18
0．5～2 ng［4］，
5 μL［18］
反应快速，重
复性好，结果
清晰，对反应
条件要求高
MLPA 2．6 mL血浆［23］
较高
(96［23］)
低 高 低 高 1～2 Mb ＜48 h［23］ 5 μL［23］
高效，样本易
污染，需精确
测 量 DNA
浓度
HTS
5 ～ 10 mL 抗凝
血［28，30］，600 μL
～2 mL血浆［30］
较高
(16～70［30］)
高
高
(99%［30］)
高 高 5～7 Mb［10］1～1．5 d［24］
20 μL(＞0．5
ng /μL［30］)
无创性，不能
完全替代核型
分析，仅可高
精确筛查
SD～HＲM
10 ～ 15 mg 绒
毛，10 mL 羊
水［33］，200 μL
全血［31］
高
(96［31］)
低(0．2 USD /
反应［31］)
高 低
高
(100%［31］)
1～2 Mb 2 h［31-33
5～50 ng，
25 ng最
适［31］
通量高，省时
低廉，大样本
人群筛查的有
效工具
dPCＲ 2 mL血浆［37］ 较低 高 极高 极高
极高
(1 /反应单
元总数)
1～3 Mb
数小时
内［34-36
15 pg［37］
绝对定量，成
本昂贵，只能
检测已知变异
9 小结及展望
性染色体数目异常疾病是致儿童先天畸形、智能低下、
生长发育迟缓、性分化异常，成人不孕不育的重要病因之一。
如能早期对无症状儿童筛查，及早确诊治疗，可大大缓解疾
病危害性。但现有检测技术在成本、通量和操作简便性等方
面均存在一些不足，限制了针对该类疾病开展大规模人群筛
查的应用。如何发展出更为准确快速、廉价高效的新型检测
技术，尤其是符合早期大规模筛查需要的实用实验室技术，
为临床诊治提供更为可靠的实验室依据，还需广大临床检验
工作者的共同努力。
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